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1.  
 
 HD-ZIP Class III HD-ZIP HD-ZIP III
HD-ZIP 
III RNA165/6 miR165/6
5 HD-ZIP III 9 MIR165/6
 (MIR165A, 165B, 166A-G) 9 MIR165/6
miR165/6 MIR165/6
MIR165/6 HD-ZIP III
GFP RNA HD-ZIP III HD-ZIP IIImu-GFP
RNA MIR165/6mu
HD-ZIP III PHABULOSA
PHB PHBmu-GFP RNA phb-1d
MIR165Amu
 
PHBmu-GFP/MIR165Amu
HD-ZIP III MIR165/6
 
PHBmu-GFP/MIR165Amu
RNA PHB PHB
MIR165A
PHBmu-GFP/MIR165Amu PHB
PHB MIR165A
MIR165/6 miR165/6  
MIR165A MIR165/6 PHB
4 
 
MIR165/6
MIR165A MIR166A MIR166D MIR166G 4
MIR166D MIR166G 2
miRNA166
 miR165/6  
MIR166D MIR166G PHB
MIR166Dmu MIR166Gmu PHBmu-GFP/MIR165Amu
MIR166D MIR166G PHB
 
5 HD-ZIP III 5
GFP HD-ZIP III-GFP
HD-ZIP III
MIR165/6 PHB 4
RNA HD-ZIP IIImu-GFP
PHAVOLUTA (PHV) PHB PHV
 
RNA PHB MIR165/6
PHB MIR165/6 9 MIR165/6 5 HD-ZIP III
2 MIR165/6 MIR166D MIR166G
2 HD-ZIP III PHB PHV
MIR165/6  MIR166D MIR166G
HD-ZIP III  
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2.  
 
2-1.  
 
 
(Robinson-Beers et al. 1992, Schneitz et al. 1995)
 (Roeder and Yanofsky 2006, Coen et al. 2017)
 
 
 
Arabidopsis thaliana
2-1A-D
 (Smyth et al. 1990, Bowman 1994)  
4 6 1
 (Alvarez-Buylla et 
al. 2010)
2 20 50
2-2A, B  
 
 
6 
 
 
2-2C 2 2
Integuments Embryo sac Nucellus
2 Septem Placentae
Funiculus
Chalaza
Micropyle
2  
Schneitz 1995
2 2-3  
2
Gynoecium axis 2-4 Stage 1-I
1 2
6
Stage 1-II
Stage 2-I
1
Stage 2-II
Stage 2-III 2
Stage 2-V S
Stage 3~
 
7 
 
 
 
 
 (Kelley and Gasser 2009, Bencivenga et al. 2011)  
YABBY
INNER NO OUTER INO INO 2
 (Villanueva et al. 1999) AP2/ERF AINTEGUMENTA ANT
 (Elliott et al. 1996, Klucher et al. 1996, Balasubramanian and 
Schneitz 2000)  
2 1
ats-1 YABBY
KANADI KAN ABERRANT TESTA SHAPE 
ATS=KAN4  (McAbee et al. 2006) KAN KAN1 KAN2
kan1kan2
ats-1  (Eshed et al. 
2001)  
WUSCHEL WUS
wus-1
 (Gross-Hardt et al. 2002) WUS
CLV1 CLV3
CLV1
8 
 
 (Gross-Hardt et al. 2002)  
2 3 mm
0.1 mm
1 mm
 
 
 
2-2. HD-ZIP III  
 
Homeodomain-leucine zipper HD-ZIP
I IV 4 HD-ZIP III
START Steroidogenic acute regulatory protein-related lipid transfer  (Ponting and Aravind 1999)
SAD START adjacent domain MEKHLA
 (Ariel et al. 2007)
HD-ZIP III PHABULOSA PHB PHAVOLUTA PHV CORONA CNA ARABIDOPSIS 
THALIANA HOMEOBOX 8 ATHB8 REVOLUTA REV 5
5
HD-ZIP III
HD-ZIP III  (Prigge et al. 2005)
HD-ZIP III  
(Brandt et al. 2012, Dello Ioio et al. 2012, Merelo et al. 2013, Reinhart et al. 2013, Huang et al. 2014)
HD-ZIP III  
 
RNA HD-ZIP III  
9 
 
RNA non-coding RNA RNA
 (Lee et al. 1993)
20 25
RNA microRNA miRNA  (MacFarlane and Murphy. 
2010) miRNA RNA mRNA
1
siRNA small interfering RNA  (Carthew and Sontheimer 2009) 2002
miRNA  (Reinhart et al. 2002, Rhoades et al. 2002) miRNA
 
miRNA  (Carthew and Sontheimer 
2009, Voinnet 2009) miRNA pri-miRNA
pri-miRNA miRNA
miRNA
pri-miRNA III
DICER-LIKE1 DCL1 2 RNA HYPONASTIC LEAVES1 HYL1
Zinc finger SERRATE RNA pre-miRNA
miRNA
22 RNA2 2 RNA
HASTY ARGONAUTE AGO
1 miRNA AGO RISC RNA-induced 
silencing complex RISC RNA miRNA
 
(Carthew and Sontheimer 2009, Voinnet 2009)  
miRNA
miRNA
 (Vaucheret et al. 2004, Lobbes et al. 2006, Grigg et al. 2009, Liu et al. 2011)
III DCL1
SHORT INTEGUMENT 1 SIN1 (Robinson-Beers et al. 1992) 
10 
 
SUSPENSOR1 (Schwartz et al. 1994)
CARPEL FACTRY (Jacobsen et al. 1999) 2002 3
DCL1  (Golden et al. 2002)  
 
HD-ZIP III 21 1 2 miRNA miRNA165 miR165
miRNA166 miR166  (Rhoades et al. 2002, Tang et al. 
2003) 2 miRNA miR165/6 miR165
 (microRNA database; miRbase, http://www.mirbase.org/ 
Release 21, Kozomara and Griffiths-Jones 2014) miR166
miR165/6 HD-ZIP III
 (Floyd and Bowman 2004, Floyd et al. 2006, Prigge and 
Clark 2006, Taylor et al. 2014) miR166
MICRORNA166, MIR166  (Maher et al. 2006) MIR166A
MIR166G 7 miR165 MICRORNA165, MIR165 MIR165A
MIR165B 2 9 2-5  
 
miR165/6 HD-ZIP III HD-ZIP III mRNA miR165/6
18 bp miR165/6 Rhoades et al. 2002
2-6A HD-ZIP III
4 5 HD-ZIP III
CNA mRNA miR165 CNA mRNA
miR166 HD-ZIP III mRNA miR165/6
HD-ZIP III mRNA  (Tang et al. 2003)
miR165 miR166 1 HD-ZIP III 1
 (Jung and Park 2007) miR HD-ZIP III
 (Mallory et al. 2004, Kim et al. 2005, Williams et al. 2005, Zhou et al. 
2007)  
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HD-ZIP III HD-ZIP III REV
 (Otsuga et al. 2001, Zhong and Ye 2001) 4
 (Prigge et al. 2005)
miR165/6 miR165/6 HD-ZIP 
III miR165/6 HD-ZIP III HD-ZIP III
MIR165/6
HD-ZIP III
miR165/6 30 bp DNA
miR165/6 PHB phb-1d  (McConnell and Barton 1998, McConnell et al. 2001) 
miR165/6 PHB
 (Miyashima et al. 2011)  (Carlsbecker 
et al. 2010) MIR165/6
HD-ZIP III  (Yao et 
al. 2009, Tatematsu et al. 2015) phb-1d
 (McConnell and Barton 1998) MIR165/6
HD-ZIP III
 (Smith and Long 2010, Miyashima et al. 2013) miR165/6 PHB
 (McConnell and Barton 1998, Smith and Long 2010)  
 
 
2-3. HD-ZIP III MIR165/6  
 
miR165/6 HD-ZIP III
9 MIR165/6 miR165 miR166
miRNA miR165/6
miRNA MIR165/6
MIR165/6
5 HD-ZIP III miR165/6
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HD-ZIP III 18 miR165/6 miR165/6
miR165/6 5 15
miR165/6
Mallory et al. 2004 2-6B rev-10d  (Emery et al. 
2003, Zhong and Ye 2004) phb-7d (Carlsbecker et al. 2010) 
miR165/6
HD-ZIP III miR165/6 miR165/6
miR165/6 PHB PHBmu-GFP PHBmu-GFP
MIR165A MIR165Amu  (Miyashima et al. 2011)
PHBmu-GFP PHBmu-GFP MIR165Amu
MIR165A miR165 PHB
2-7 PHBmu-GFP
phb-1d MIR165Amu PHBmu-GFP
PHBmu-GFP/MIR165Amu
PHBmu-GFP GFP
MIR165Amu GFP  
 
PHB miR165/6
MIR165/6 HD-ZIP III
GFP miR165/6 HD-ZIP III miR165/6
HD-ZIP III GFP
 
 
 
2-4.  
 
miR165/6 HD-ZIP III
miR165/6 HD-ZIP III miR165/6 HD-ZIP III
13 
 
phb-1d phv-1d HD-ZIP III phb phv cna
HD-ZIP III
 (McConnell and Barton 1998, Sieber et al. 2004a, Kelley et al. 2009)
HD-ZIP III MIR165/6 miR165/6 HD-ZIP III
 
MIR165/6 HD-ZIP III
9 MIR165/6
PHB MIR165A
MIR166D MIR166G 2
miR165/6 HD-ZIP III PHB PHV 2
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3.  
 
3-1. PHBmu-GFP/MIR165Amu  
 
3-1-1. PHBmu-GFP/MIR165Amu  
miR165/6 PHB PHBmu-GFP
miR165/6 PHB phb-1d PHBmu-GFP
MIR165Amu PHBmu-GFP/MIR165Amu PHBmu-GFP
 
(Miyashima et al. 2011) PHBmu-GFP/MIR165Amu
 
PHBmu-GFP/MIR165Amu
2 2-3 Stage 2-III
Stage 3
3-1A PHBmu-GFP/MIR165Amu
3-1B 3-1C
phb-1d miR165/6 PHV phv-1d
 (McConnell and Barton 1998, Sieber et al. 2004a, Kelley et al. 2009)
PHBmu-GFP/MIR165Amu PHB
PHBmu-GFP/MIR165Amu PHB
 
 
3-1-2. miR165/6 PHB  
Sieber 2004a, b Kelley 2009 in situ hybridization
PHB PHB
miR165/6 PHB
PHB PHB GFP PHB-GFP
15 
 
 (Miyashima et al. 2011) PHB-GFP PHB 5
3 PHB-GFP miR165/6
PHB 2011
PHB-GFP GFP
PHB-GFP 25
PHB-GFP T1 25 GFP 18
PHB PHBmu-GFP/MIR165Amu
Stage 1-II
Stage 2-III GFP
FM4-64  
Stage 1-II
PHB-GFP 3-2A Stage 2-III
1 2
3-2F Sieber 2004a, b Kelley 2009
 
 
3-1-3. PHBmu-GFP/MIR165Amu PHB  
PHBmu-GFP/MIR165Amu GFP Stage 1-II
3-2C Stage 2-III
3-2H PHB-GFP
PHB  
 
3-1-4. PHB  
PHB GUS Kelley 2009 PHB
PHB
PHB
ER GFP GFPer pPHB- 
16 
 
GV-UAS-GFPer 3-3A PHB
PHB-GFP PHB 5
DNA GAL4
VP16 GAL4-VP16 GV
GFP  
(Waki et al. 2011) pPHB -GV-UAS -GFPer GFP Stage 1-II Stage 2-III
PHB-GFP PHBmu-GFP/MIR165Amu PHB
 
PHBmu-GFP/MIR165Amu MIR165A PHB
miR165/6 PHB
 
 
3-1-5. miR165/6  
miR165/6 PHB miR165/6
miR
GFP
3’ miR165/6
miR165/6-sensor miR165/6
SPIRAL1 5  (Nakajima et al. 2004) YFP nlsYFP
miR165/6 miR165/6-sensor; 
pSPR1-nlsYFP-WT 3-3B miR165/6 nlsYFP
miR165/6 miR165/6
Control miR165/6-sensor; pSPR1-nlsYFP-mut 3-3B nlsYFP
2
miR165/6  
Control miR165/6-sensor Stage
3-2E, J miR165/6-sensor Stage 1-II Stage 2-III
17 
 
3-2D I
PHB PHB-GFP
PHB-GFP pPHB-GV-UAS–GFPer PHBmu-GFP/MIR165Amu
miR165/6-sensor PHB miR165/6-sensor
3-4 miR165/6
PHB  
 
 
3-2. MIR165/6  
 
3-2-1. MIR165/6  
miR165/6 PHBmu-GFP MIR165Amu
PHB MIR165A
MIR165A MIR165/6
MIR165/6 9 MIR165/6
5’ ER GFP GFP
MIR165/6pro:GFPer Miyashima et al. 2013 3-5
 
9 4 MIR165/6 MIR165A MIR166A MIR166D MIR166G
3-6 3-7 GFP
MIR165B MIR166B MIR166C MIR166F Stage 2-III 3-8
Stage 3 MIR166A
MIR166B 1
4 MIR165/6  
 
MIR165A 
MIR165A 3-6A1-2 Stage 2-III
3-6A3-5 Stage 2-V
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3-6A4-5  
 
MIR166A 
MIR165A 3-6B1-2 Stage 2-III MIR165A
MIR165A
3-6B3-5 MIR165A Stage 2-III
3-6B3 Stage 2-III MIR166A
2 Stage 2-III
Stage 2-V MIR165A
MIR165A 3-6B5  
 
MIR166D 
MIR166D
3-6C1-2 MIR166D
3-6C1-3
Stage 2-III 3-6C3-5
3-6C4-5  
 
MIR166G 
MIR166D 3-6D1-2 Stage 2-III
MIR166D
MIR166G
3-6D3 Stage 2-V MIR166D MIR166D
MIR166D 3-6D4-5  
 
3-2-2. miR165/6  
MIR165/6 Stage 2-III MIR165/6
3-6 3-7 miR165/6-sensor
19 
 
miR165/6 3-2I, 3-4C  
MIR165/6 miR165/6
miR165/6 HD-ZIP III
 (Carlsbecker et al. 2010, Miyashima et al. 2011, Miyashima et al. 2013, Tatematsu et al. 
2015) miR165/6
 
 
 
3-3. MIR166D MIR166G  
 
3-3-1. MIR166D MIR166G PHBmu-GFP/MIR165Amu
 
MIR165A MIR166D MIR166G
MIR165/6
MIR166D MIR166G
MIR165Amu PHBmu-GFP
MIR166D MIR166Dmu MIR166G MIR166Gmu 3-9
MIR166D MIR166G
PHBmu-GFP PHBmu-GFP/MIR165Amu MIR166Dmu MIR166Gmu
 
PHBmu-GFP/MIR165Amu/MIR166Dmu PHBmu-GFP/MIR165Amu/MIR166Gmu
7 6
PHBmu-GFP/MIR165Amu/MIR166Dmu PHBmu-GFP/MIR165Amu/MIR166Gmu
3-10 PHBmu-GFP/MIR165Amu/MIR166Gmu
PHBmu-GFP/MIR165Amu/MIR166Dmu  
MIR166Dmu MIR166Gmu PHBmu-GFP
3-11  
PHB MIR166D
MIR166G 3-6C1-2, D1-2
20 
 
3-6C3, D3
 
 
3-3-2. MIR166D MIR166G MIR165/6  
MIR166  (Taylor et al. 2014) Maher 2006
7 MIR166 5 3 10 kbp
MIR166C MIR166D MIR166G
3 2014 Oryza sativa
Physcomitrella patens MIR166
 (Barik et al. 2014)  
Brassicaceae 4 MIR165/6 Clastal W
 (Thompson et al. 1994) pre-miRNA 3-12  
MIR166C MIR166D MIR166G
MIR165/6
 
 
3-3-3. MIR166D MIR166G  
MIR166D MIR166G 2
2 MIR166 5’
MIR166D MIR166G
5' JDotter
https://virology.uvic.ca/virology-ca-tools/jdotter/ 3-13 MIR165/6pro:GFPer
MIR166D MIR166G 5’ 1.9 kbp
2.2 kbp MIR166D 5’ 240 bp 360 bp MIR166G 5’
MIR166D 5’ 98 254 370 bp 3
21 
 
GFP
GFP GFP
MIR166D 5’ 370 bp
 
 
 
3-4. miR165/6 HD-ZIP III  
5 HD-ZIP III PHB PHV CNA REV
in situ hybridization  (Sieber et al. 2004, Kelley et al. 2009)
5 HD-ZIP III
PHB-GFP PHV CNA ATHB8 REV GFP
HD-ZIP III-GFP 3-14 4
HD-ZIP III-GFP 20 30 T1
9 31
HD-ZIP III  
5 HD-ZIP III
3-15 3-16 HD-ZIP III
HD-ZIP III
REV
miR165/6 PHB
miR165/6 3-15E4-5
REV PHB 3-17 Sieber
2004b in situ hybridization REV
miR165/6
REV-GFP REV-GFP REV
REV pREV-GV-UAS-GFPer
pREV-GV-UAS-GFPer T1 12
3-18 REV-GFP
22 
 
REV
REV-GFP 3-15E3, E5 miR165/6
miR165/6 REV
 
 
 
3-5. miR165/6 HD-ZIP III  
 
miR165/6 HD-ZIP III ATHB8 miR165/6
ATHB8
ATHB8-GFP
CNA REV miR165/6
5 miR165/6 HD-ZIP III-GFP
3-19 GFP miR165/6 HD-ZIP III
 
5 HD-ZIP IIImu-GFP T1 30 80 T1
HD-ZIP IIImu-GFP T1 3 4 HD-ZIP III
ATHB8mu-GFP REVmu-GFP CNAmu-GFP phb-1d
PHVmu-GFP
PHVmu-GFP PHBmu-GFP/MIR165Amu
phb-1d ANT WUS
3-20
PHVmu-GFP phb-1d PHV
PHVmu-GFP CNAmu-GFP
REVmu-GFP PHV
PHB miR165/6  
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4.  
 
9 MIR165/6 MIR165A
MIR166A MIR166D MIR166G 4
3-6 3-7 miR165/6-sensor miR165/6
3-2 3-7 4 MIR165/6
Stage 1-I Stage 2-III MIR165A MIR166A MIR166D
MIR166G MIR165A MIR166A
I MIR166D MIR166G II  
II 2 Stage 1-II
Stage 2-III
4-1 I
Stage 2-III II
4-1 Stage 2-III I
PHB 3-2G PHB miR165/6
miR165/6
4-2 Stage 2-III I II
miR165/6 II miR166
 
PHBmu-GFP/MIR165Amu MIR166Dmu MIR166Gmu
PHBmu-GFP/MIR165Amu 3-1B, C 3-10
MIR166D MIR166G
2 MIR165/6  
PHBmu-GFP/MIR165Amu/MIR166Dmu PHBmu-GFP/MIR165Amu/MIR166Gmu
PHBmu-GFP/MIR165Amu/MIR166Gmu
MIR166D MIR166G miR166
MIR166D MIR166G 3-6 3-7
 
 
24 
 
PHB II
3-6 3-16 Sieber 2004a PHB
4-4 Stage 1-II PHB
MIR166D MIR166G PHB
MIR165/6
HD-ZIP III  
 
MIR166pro:GFPer MIR165/6
4 MIR165A 3 MIR165/6
 (Yao et al. 2009, Tatematsu et al. 2015)
MIR165A 4 MIR166B
 (Carlsbecker et al. 2010)
MIR165A 5 MIR166G
 (Miyashima et al. 2013) MIR165/6
MIR165/6
MIR165/6 HD-ZIP III
 
MIR165/6 SCARECROW  (Miyashima et al. 2011)
SCARECROW MIR165/6
 (Miyashima et al. 
2013) 2 MIR165/6
MIR165/6
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PHBmu-GFP MIR165Amu
MIR165A miR165 PHB
 (Tatematsu et al. 2015) PHBmu-GFP
PHBmu-GFP/MIR165Amu
MIR165A PHB  (Miyashima et al. 2013)
PHB MIR165A PHB
MIR166D MIR166G
MIR165/6
HD-ZIP III
MIR165/6 MIR166D MIR166G
MIR166A MIR166D
2 MIR165/6 miR165/6 HD-ZIP III
 (Carlsbecker et al. 2010, Miyashima et al. 2011) MIR165/6
miR165/6  
 
MIR166D MIR166G 4
3-12
MIR166D MIR166G MIR165/6
MIR166G MIR165/6 2
4  (Miyashima et al. 2013)
MIR166G MIR165/6
MIR166D MIR166G
MIR165/6
 
3-12 MIR166D MIR166G MIR166C
4 MIR165/6
MIR166C MIR166E MIR166F
MIR166C MIR166D
26 
 
 (Maher et al. 2006) MIR166D
MIR166C MIR166C
 
 
MIR166D MIR166G PHB
MIR165/6
 
Stage 2-III I MIR165A MIR166A II MIR166D
MIR166G Stage 2-V I
II
II I
3-6 I
Stage 2-III MIR166A 2
Stage 2-III
MIR165A MIR166A
Stage 2-III I
MIR166A MIR165A 1 2
Stage 3
I
MIR165A MIR166A
 
 (Ernest and Adriance, 1974 Stage 2-III
endothelium  (Schneitz et al. 1995) 
MIR165A HD-ZIP III
MIR165/6
HD-ZIP III  
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HD-ZIP III 5 HD-ZIP III
3-15
4-3 REV
4 miR165/6 3-7
REV HD-ZIP III miR165/6
HD-ZIP III PHB
Stage 2-III PHB-GFP
PHV-GFP ATHB8-GFP
CNA-GFP
PHV GFP
HD-ZIP III miR165/6
HD-ZIP III MIR165/6 PHB PHV
HD-ZIP III miR165/6
 
4 HD-ZIP III REV
3-11E4 E5 3-17 Sieber 2004b in situ 
hybridization REV
REV 5’ 10 kbp
REV-GFP 5 DNA 4 kbp 3-14
 
 
 
MIR165A MIR166A
Hypostase
(Johansen 1928, Ernest and Adriance, 1974, Endress 2011)
 (Enugutti et al. 2013)
28 
 
MIR165/6 HD-ZIP III
 
 
Schneitz 1995
2
 (Schneitz et al. 1995
2 4-5 2
2
2
 
miR165/6 PHB phb-1d Miyashima et al. 
2011 2
4-5
PHB PHV phb phv
miR165/6 PHB phb-1d  (Dello Ioio et al. 2012)
HD-ZIP III phb phv cna miR165/6 PHB miR165/6
PHV  (McConnell et al. 1998, Sieber et 
al. 2004a, Kelley et al. 2009)
HD-ZIP III  
(Izhaki and Bowman 2007, Dello Ioio et al. 2012, Reinhart et al. 2013, Huang et al. 2014)
5 HD-ZIP III 4-5
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MIR165/6
INO
 (Yamada et al. 2003, McAbee et al. 2005) Prunus
2 Prunus armeniaca Prunus persica
Prunus incisa  (Lora et al. 2015) MIR166D
MIR166G INO
 
  
30 
 
5.  
5-1.  
5 % 0.1 % Triton-X100  10
3 1 % 1 % MS
0.3 mg/L 0.5 mg/L 0.05 mg/L
pH 5.8) 2 4 23
16 8 2 3
 A 2:1:0.5:  
 
5-2.  
Col-0 miR165/6-sensor
pSPR1pro-ds-nlsYFP-165tgt, pSPR1pro-ds-nlsYFP-165mu-tgt PHBmu-GFP/MIR165Amu MIR165/6 
pro:GFPer  
 
5-2-1.  
5-2  
 
HD-ZIP III-GFP  
PHB-GFP
pBIN30-PHB-GFP  (Miyashima et al. 2011) PHV-GFP CNA-GFP
ATHB8-GFP REV-GFP   
3’ DNA
PCR 5-1-1  
sGFP (S65T) 3 Glycine  (Morita et al. 2002, 
Miyashima et al. 2011) pBluescript II SK(-) Ampicillin pBSII
http://www.snapgene.com/resources/plasmid__files/basic_cloning_vectors/pBluescript_II_SK(-)/
pBSII-sGFP PCR DNA 5-1-2
31 
 
pBSII_GFP_HD-ZIP III_3’  
PHV CNA ATHB8 REV CDS 5’
PCR DNA 5-1-3
5-2 Kpn-HB8-(-)3628 5-1-5
AvrII C A  
PCR DNA pBSII 5-1-4
pBSII_HD-ZIP III  
5-1-5 pBSII_GFP_HD-ZIP III_3’ pBSII_HD-ZIP III
pBSII_HD-ZIP III-GFP pBSII_ATHB8
pBSII_GFP_ATHB8_3’ Klenow Fragment dNTP New England 
Biolabs 2 TC GA fill in
 
pBSII_HD-ZIP III pBSII_GFP_HD-ZIP III_3 5-1-5
pBSII_GFP_HD-ZIP III_3
GFP_HD-ZIP III_3’ pBSII_HD-ZIP III HD-ZIP III 3’ pBSII_HD-ZIP 
III-GFP  
pBI-Kan  (Waki et al. 2011) Basta
pBI-Bar pBSII_HD-ZIP III-GFP 5-1-6
pBI-Bar_HD-ZIP III-GFP  
 
miR165/6 HD-ZIP III HD-ZIP IIImu-GFP  
2011 PHBmu-GFP 2
2-7 PHB 5 HD-ZIP III 1 miR165/6
HD-ZIP III 3-19 HD-ZIP III-GFP
pBSII_HD-ZIP III HD-ZIP III miR165/6 1
ZIPmu_singleTtoA pBSII
pUC-H PCR miR165/6
miR165/6 HD-ZIP III DNA
DNA pBSII_HD-ZIP III PCR
32 
 
DpnI DH5 pBSII_HD-ZIP IIImu
HD-ZIP III-GFP sGFP
HD-ZIP III 3 pBI-Bar_HD-ZIP IIImu-GFP  
 
HD-ZIP III pHD-ZIP III-GV-UAS-GFPer  
5-2 PHB REV 5’ PCR
DNA SalI BamHI GAL4 VP16
Herpes simplex virus protein 16 GAL4:VP16 GV 5 upstream activator sequence UAS
ER GFP mGFP-ER Haseloff 1999) Hpt Hygromycin 
phosphotransferase gene hssb, HindIII-SalI-SpeI-BamHI
pBIB-UAS-GFPER-hssb-GV (Waki et al. 2011) NtADH5 -UTR
alcohol dehydrogenase 5’ Satoh et al. 2004) 
pBIB-UAS-GFPER-hssb-NtADH5’-GV Kanamycin  
 
MIR166D MIR166G 
Col DNA Sal-MIR166D-(-)1873 Pst_MIR166D +977c Sal-MIR166G-(-)2223
Pst_MIR166G +1560c MIR166D MIR166G 5’
3’ PCR DNA PstI
SalI MIR166D pUC19 Ampicillin
http://www.snapgene.com/resources/plasmid__files/basic_cloning_vectors/pUC19/ MIR166G pBSII
pUC19_MIR166D pBSII_MIR166G  
pUC19_MIR166D pBSII_MIR166G miR166AtoT
Pst_MIR166D +977c miR166AtoT Pst_MIR166G +1560c
PCR MIR166D MIR166G DNA
pUC19-MIR166D pBSII-MIR166G PCR
PCR DpnI DH5 pUC19-MIR166Dmu
pBSII-MIR166Gmu pUC19-MIR166Dmu HindIII SalI
pBSII-MIR166Gmu BamHI SalI pBI-Kan Kanamycin
33 
 
Waki et al. 2011 pBI-Kan- MIR166Dmu pBI-Kan- MIR166Gmu
 
 
MIR166D  
MIR166D 5’ pUC19_MIR166D MIR166Dpro_Sal-98
MIR166Dpro_Sal-254 MIR166Dpro_Sal-370 Forward MIR166D-ProEnd
Reverse 3 DNA PCR DNA
SalI BamHI pHD-ZIP III-GV-UAS-GFPer 
pBIB-UAS-GFPER-hssb-NtADH5’-GV  
 
5-2-2.  
5-2-1 Agrobacterium tumefaciens MP90
Floral dip  (Clough and Bent 1998)  
 
5-2-3.  
5-1 Hygromycin B 20 mg/l Kanamycin 50 
mg/l Bialaphos 8 mg/l T1
Cefotaxime 200 mg/l
HD-ZIP III-GFP 
Bialaphos 
HD-ZIP IIImu-GFP 
MIR166Dmu, MIR166Gmu 
Kanamycin 
miR165/6-sensor 
pHD-ZIP III-GV-UAS-GFPer 
Hygromycin 
MIR166D deletion series 
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5-3.  
5-3-1.
8 g 1 ml 2 ml (Aida et al. 1997) 
BX51-P OLYMPUS
OLYMPUS UPlanFl, 4x/0.13 UPlanApo 
10x/0.40 UPlanApo 20x/0.70 UPlanApo 40x/0.85
 
5-3-2.  
10 mg/l FM4-64, 7 % glucose
GB02S YDM
10 C2-ECLIPSE 80i, 
Nikon / Nicon Plan Apo, 10x/0.45 Plan Fluor 
20x/0.50 Plan Apo 40x/0.95 NIS-elements Nicon
 
 
5-3-3.  
Adobe Photoshop RGB Red Blue
Red Magenta  
 
5-4.  
1 2
3 8 6  
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5-5. MIR165/6  
MIR165/6 Pre-miRNA TAIR database
http://www.arabidopsis.org/  Arabidopsis lyrata, Capsella rubella, Brassica rapa MIR165/6
Phytozome database https://phytozome.jgi.doe.gov/pz/ portal.html
RNAfold http://rna.tbi.univie.ac.at/cgi-bin/RNAWebSuite/ RNAfold.cgi
MIR165/6 Pre-miRNA ClustalW
 (Thompson et al. 1994) Pre-miRNA
MEGA6 (Tamura et al. 2013) 100
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図 2-1. シロイヌナズナの花と種子 
 
A. シロイヌナズナの花序。 
B. 開花直後の花。柱頭部において受粉している様子。 
C. 胚発生が進行中の胚珠。 
D. シロイヌナズナの種子。茶色の種皮が中の胚を乾燥などから保護している。 
A                      B 
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外珠皮 Outer integument  
内珠皮 Inner integument  
 
雌性配偶体 Embryo sac 
（珠心 Nucellus） 
 卵細胞  Egg cell  
      
珠孔 Micropyle 
合点 Chalaza 
 
珠柄 Funiculus 
図 2-2. シロイヌナズナの雌蕊と胚珠の構造 
 
A. シロイヌナズナ雌蕊の模式図。上段が開花時の雌蕊、下段が胚珠が発生し始める
段階の雌蕊。 
B. Aの横断面。上段が開花時の雌蕊、下段が胚珠が発生し始める段階の雌蕊。赤で示
した部位は胎座。 
C. 成熟したシロイヌナズナの胚珠。Bar, 10 μm. 
          
A            B 
 
 
 
 
 
 
C 
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内珠皮 
外珠皮 
合点 
珠心 
珠柄 
図 2-3. シロイヌナズナの胚珠の発生過程 
Schneitz et al. (1995)による定義に従って作成 
 
2枚の珠皮のうち内側にあるものが内珠皮、外側にあるものが外珠皮。 
胚のう母細胞・胚のう細胞とそれら周辺の組織を含めたものが珠心、胚珠と胚珠
原基が出現する胎座を繋ぐものが珠柄。珠皮・珠心・珠柄の交わる部位が合点。 
Stage1-I  Stage2-II           Stage2-III                 Stage 2-V                     Stage 3-I～ 
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図 2-4. 胚珠軸（Ovule axis）と雌蕊軸（Gynoecium axis） 
Schneitz et al. (1995)、Raiser and Fischer (1993) に従って作成 
 
雌蕊の柱頭側が雌蕊軸頂端、花床側が雌蕊軸基部。 
胚珠軸は珠孔側の端（Micropyler end）と合点側の端（Chalazal end）を結ぶ
軸。 
胚珠軸頂端側（珠孔端側）を赤矢印、基部側（合点端側）を青矢印で示す。 
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Stage1-I  Stage2-II           Stage2-III                    Stage 2-V                        Stage 3-I～ 
Gynoecium axis 
Apical                                                                                                                Basal 
Apical 
 
 
 
 
 
 
Basal 
Ovule axis 
  
Arabidopsis thaliana genome map 
Chr.1              Chr.2               Chr.3              Chr.4              Chr.5  
PHV 
PHB 
CNA 
ATHB8 
REV 
MIR165A 
MIR166A 
MIR166B 
MIR165B 
MIR166C 
MIR166E 
MIR166F 
MIR166G 
MIR166D 
図 2-5. シロイヌナズナのゲノム上に存在する 
MIR165/6遺伝子とHD-ZIP III遺伝子 
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Cleavage site 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Cleavage site 
 
   CORONA(CNA):5’-CCTGGAATGAAGCCTGGTCCGGATTC-3’ 
 REVOLUTA(REV):5’-CCTGGGATGAAGCCTGGTCCGGATTC-3’ 
PHABULOSA(PHB):5’-ATTGGGATGAAGCCTGGTCCGGATTC-3’ 
PHAVOLUTA(PHV):5’-ATTGGGATGAAGCCTGGTCCGGATTC-3’ 
         ATHB8:5’-CCTGGGATGAAGCCTGGTCCGGATTC-3’  
                     |||||||||||||||||| 
         miR165:3’-CCCCCUACUUCGGACCAGGCU-5’ 
         miR166:3’-CCCCUUACUUCGGACCAGGCU-5’ 
図 2-6. シロイヌナズナにおけるHD-ZIP III遺伝子とmiR165/6 
 
A. HD-ZIP IIIの持つmiR165/6認識配列（上段）と21塩基のmiR165/6配列（下段）。 
CNA以外のHD-ZIP IIIはmiR165と、CNAはmiR166と完全に相補的な配列である。遺伝子
間で共通していない塩基を下線で示した。 
 
B. HD-ZIP IIIの持つmiR165/6認識配列のうちmiR165/6を認識するために重要な塩基を解
析したMallory ら（2004）の結果を改変して引用。特に赤字（*）で示したチミンの塩基
置換が傑出した切断能の低下を引き起こすことが示されている。 
 
 
            miR166:3’-CCCCUUACUUCGGACCAGGCU-5’ 
                        ||･||||||||||||||| 
      Target mRNA:5’-***GGGATGAAGCCTGGTCCGGATTC-3’                  
                        ----------+-++*-+--       
                         
*: strong   
+: medium 
-: weak~ no effect 
A       
 
 
 
 
 
 
 
 
B 
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図 2-7. PHBmu-GFPとMIR165Amuを用いた解析 
 
PHB-GFP、PHBmu-GFPにおける白の四角はエキソンを、両端の桃色の四角およびベー
ス型はそれぞれ非翻訳領域を、赤い部分はmiR165/6認識配列を示す。 
MIR165Amuにおける白ベース型はMIR165A遺伝子としてannotationされている領域を、
赤い部分はmiR165配列を示す。 
Mutated MIR165A (MIR165Amu) 
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図 3-1. 正常に発達していないPHBmu-GFP/MIR165Amuの胚珠 
 
開花直前の花の雌蕊から成熟した胚珠を取り出して透明化したもの。 
A. 野生型の胚珠。珠皮が発達し珠心を完全に包んでいる。 
B, C. PHBmu-GFP/MIR165Amuの胚珠。外珠皮が十分に伸長しておらず内珠皮および珠
心を包み切れていないもの（B）と完全に外珠皮が伸長していないもの（C）。 
 
ii, inner integument. oi, outer integument. es, embryo sac. aoi, aberrant outer 
integument. fu, funiculus. Bars, 10 μm. 
A                              B                          C 
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図 3-2. miR165/6の制御の有無によるPHBの発現の変化 
（共焦点レーザー顕微鏡像） 
 
D、Iにおける黄色の線はControl miR165/6-sensorと比較してmiR165/6-sensorで
蛍光が消えている部位を示す。点線は外珠皮と内珠皮の境目を、矢尻は内珠皮の
内層と外層の間を示す。 
緑はGFP蛍光、紫はFM-4-64で染色した細胞膜。Bars, 10 μm. 
A                B              C                D              E 
 
 
 
 
 
F                G              H                I                J 
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A 
 
 
 
 
 
 
B 
 
 
 
図 3-3. pPHB-GV-UAS-GFPer and miR165/6-sensor constructs 
 
A. pPHB-GV-UAS-GFPer 
NtADH 5'-UTR：タバコ由来のエンハンサーNicotiana tabacum alcohol dehydrogenase 
geneの５’非翻訳領域 (Satoh et al. 2004)、GV：GAL4転写因子とVP16（Herpes simplex 
virus protein 16）の合成タンパク質遺伝子、UAS：upstream activator sequence、
mGFP-ER：ER局在型GFP (Haseloff 1999)、Hpt：Hygromycin phosphotransferase 
gene、ハイグロマイシン耐性遺伝子。PHBプロモーターとして用いた領域はPHB-GFP
で用いた領域と同じ。 
 
B. miR165/6-sensor  
pSPR1pro-ds-nlsYFP-165tgt: Control miR165/6-sensor, pSPR1pro-ds-nlsYFP-165mu-tgt: 
miR165/6-sensor．SPIRAL1 pro：恒常的に発現するSPIRAL1遺伝子配列 (Nakajima et al. 
2004) 、ds：destruction box sequence (Adachi et al. 2006)、nlsYFP：核局在型YFP、
NosT：Nopaline Synthase nos terminator。miR165/6認識配列はnlsYFPの3’非翻訳領域
に挿入されている。 
 
   pSPR1-ds-nlsYFP-165tgt: 5'-ATTGGGATGAAGCCTGGTCCGGATTCT-3’ 
pSPR1-ds-nlsYFP-165mu-tgt: 5'-ATTGGGATGAAGCCTGGACCAGATTCT-3’        
 
 
                    miR165: 3'-CCCCCUACUUCGGACCAGGCU-5’                                          
                    miR166: 3'-CCCCUUACUUCGGACCAGGCU-5’                 
5 x UAS                                                                      NtADH 5’-UTR  
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SPIRAL1 pro         ds               nlsYFP                 NosT 
TATA 
mGFP-ER                                                                GAL4-VP16 
 PHB promoter                                                                       Hpt  
TATA 
図 3-4. miR165/6の制御の有無によるPHBの発現の変化 
（共焦点レーザー顕微鏡像） 
 
Stage 2-IIIの胚珠において見られたPHB-GFP、pPHB-GV-UAS-GFPerの蛍光分布を緑色
（A, B）で、Control miR165/6-sensorと比較してmiR165/6-sensorで蛍光が消えている
部位を紫色（C）で示す。オレンジの線で囲んだ部分がmiR165/6が活性を持つと予測さ
れる領域。 
A                      B                      C     
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MIR165A 
MIR165B 
MIR166A 
MIR166B 
MIR166C MIR166D 
MIR166E 
MIR166F 
MIR166G 
図 3-5. MIR165/6pro:GFPerコンストラクト 
Miyashima et al. (2011) 
 
シロイヌナズナの9つのMIR165/6遺伝子を赤矢印、それらの近傍遺伝子を白矢印、 
プロモーター領域として用いたそれぞれの遺伝子5’上流領域を青の四角で示す。 
MIR165/6 promoter          GFPer 
MIR165/6pro:GFPer 
59 
1 kbp 
図 3-6. 胚珠発生におけるMIR165/6遺伝子の発現解析 
（共焦点レーザー顕微鏡像） 
 
点線は組織の境界を示す。D5では外珠皮の一部分を拡大してinsetで示した。 
cha: chalaza, es: embryo sac, fu: funiculus, ii: inner integument, iii: inner layer of inner 
integument, ioi: inner layer of outer integument, nu: nucellus, oi:  outer integument, ooi: 
outer layer of outer integument. 
緑はGFP蛍光、マゼンタはFM4-64で染色した細胞膜。Bars, 10 μm..  
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図 3-7. 胚珠発生におけるMIR165/6遺伝子の発現（模式図） 
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Stage1-I   Stage2-II           Stage2-III                 Stage 2-V                     Stage 3-I～ 
図 3-8. 胚珠発生におけるMIR165/6遺伝子の発現解析 
（共焦点レーザー顕微鏡像） 
 
Stage 2-IIIの胚珠におけるMIR165B、MIR166B、MIR166C、MIR166Fの発現。 
緑はGFP蛍光、マゼンタはFM4-64で染色した細胞膜。Bars, 10 μm. 
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図 3-9. 変異型MIR166Dおよび変異型MIR166Gのコンストラクト 
 
MIR165Amu, MIR166DmuおよびMIR166Gmuコンストラクトにおけるそれぞれの遺伝子
5’上流および3’下流領域はMIR165/6pro:GFPer（図3-5）で用いた領域と同じ。赤字は置
換した塩基を示す。図における白の四角はエキソンを、両端の桃色の四角およびベース
型はそれぞれ非翻訳領域を、赤い部分はmiR165/6認識配列を示す。MIR165/6コンストラ
クト図における白ベース型はMIR165/6遺伝子としてannotationされている領域を示す。 
         PHB-GFP:5'-AUUGGGAUGAAGCCUGGUCCGGAUUC-3’ 
       PHBmu-GFP:5'-AUUGGGAUGAAGCCUGGACCAGAUUC-3’ 
                       |||||||||||||||||                        
           miR165:3'-CCCCCUACUUCGGACCAGGCU-5’  
           miR166:3'-CCCCUUACUUCGGACCAGGCU-5’    
         miR165mu:3'-CCCCCUACUUCGGUCCUGGCU-5’ 
         miR166mu:3'-CCCCUUACUUCGGACCUGGCU-5’ 
5’                                                                                                                                     3’ 
PHABULOSA 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
MIR165A 
MIR166D 
MIR166G 
match 
match 
5’UTR                                                                                     3’UTR 
GFP 
5’                                                                                    3’ 
5’                                                       3’ 
5’                                                                  3’ 
miR165/6 
target site 
1 kbp 
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図 3-10. 変異型MIR166D遺伝子、変異型MIR166G遺伝子の 
PHBmu-GFP/MIR165Amu系統への導入 
 
野生型およびPHBmu-GFP/MIR165Amu、 PHBmu-GFP/MIR165AmuにMIR166Dmu、
MIR166Gmuをそれぞれ導入した三重形質転換体PHBmu-GFP/MIR165Amu/MIR166Dmu
およびPHBmu-GFP/MIR165Amu/MIR166Gmuの開花直後の雌蕊における正常な形の胚
珠の数を比較した。 
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図 3-11. 変異型MIR166D遺伝子、変異型MIR166G遺伝子の 
PHBmu-GFP/MIR165Amu系統への導入 
 
ii; inner integument, oi; outer integument, nu; nucellus, cha; chalaza, fu; funiculus. 白の点
線は内珠皮と外珠皮の境界を示す。B, D, F, Hの下段は緑チャンネルのみ、黄色の点線は
内珠皮の内層と外層の境界を示す。 
緑はGFP蛍光、マゼンタはFM4-64で染色した細胞膜。 
Bars, 10 μm. 
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図 3-12. アブラナ科植物のMIR165/6 pre-miRNA配列の系統解析 
 
MIR166D、MIR166Gを含むクレードを赤枠で囲み、赤枠内のシロイヌナズナMIR165/6遺
伝子を赤、赤枠内に属さないシロイヌナズナMIR165/6遺伝子を青でハイライトした。 
Ath, Arabidopsis thaliana. Aly, Arabidopsis lyrata. Cru, Capsella rubella. Bra, Brassica rapa. 
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図 3-13. MIR166DとMIR166Gそれぞれの5’上流領域の塩基配列比較解析 
 
Jdotter（Java-Dotter, https://virology.uvic.ca/virology-ca-tools/jdotter/）を用いた
MIR166DとMIR166Gそれぞれの5’上流領域（図 3-5）の塩基配列比較解析。黒点線で囲
んだ部分を拡大し、特に類似性の高い部分を赤の点線で囲んだ。MIR166D遺伝子5’上流
370、254、98 bp地点を赤矢印で示す。 
MIR166G上流配列 
 -2025        -1800       -1575         -1350       -1125         -900         -675           -450         -225            0 
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図 3-14. HD-ZIP III-GFP constructs 
 
A. シロイヌナズナゲノム上のHD-ZIP III遺伝子（赤の矢印）とそれぞれの近傍遺伝子（白
の矢印）を示す。青色で示した部分がHD-ZIP III-GFPコンストラクトに用いた5’上流領域
および3’下流領域。 
 
B. HD-ZIP III-GFPコンストラクト 
HD-ZIP III遺伝子の終始コドン直前に終始コドンを含むGFP遺伝子配列を付加し、その下
流にHD-ZIP IIIの3’下流領域を繋げた。 
GFP 
HD-ZIP III CDS 
HD-ZIP III promoter                                         HD-ZIP III terminator 
A 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
B 
       PHB 
PHV 
     CNA 
         ATHB8 
                  REV 
 
1 kbp 
5'UTR                                                                                 3'UTR 
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図 3-15. 胚珠発生におけるHD-ZIP III遺伝子の発現解析 
（共焦点レーザー顕微鏡像） 
 
ii; inner integument, oi; outer integument, nu; nucellus, cha; chalaza, es; embryo sac, fu; 
funiculus. 点線は器官の境界を示す。緑はGFP蛍光、マゼンタはFM4-64で染色した細胞膜。 
Bars, 10 μm. 
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図 3-16. 胚珠発生におけるHD-ZIP II遺伝子の発現（模式図） 
70 
Stage1-I            Stage2-II                         Stage2-III                           Stage 2-V  
図 3-17 胚珠発生におけるHD-ZIP III遺伝子の発現解析（2） 
（共焦点レーザー顕微鏡像） 
 
左列：図 3-15（F）で示したPHB-GFPにおけるStage 2-IIIの胚珠と、図 3-17（E4）で示
したREV-GFPにおけるStage 2-Vの胚珠を画像を拡大したもの。 
右列：左列の画像と同じ胚珠を深度を浅くして手前側における内珠皮細胞に焦点を合わ
せたもの。PHB-GFPでは内珠皮の内層のみに、REV-GFPでは内珠皮の内外両方の層で
明確なGFP蛍光が見られる。波線は内珠皮の内層と外層の境界を、実線は内珠皮と外珠
皮の境界を示す。緑はGFP蛍光、マゼンタはFM4-64で染色した細胞膜。Bars, 10 μm. 
PHB-GFP 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
REV-GFP 
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図 3-18. 胚珠発生におけるREV遺伝子の転写領域の解析 
（共焦点レーザー顕微鏡像） 
 
pREV-GV-UAS-GFPerを用いたREV遺伝子のプロモーター活性領域の解析。維管
束付近がREV-GFPよりも広い範囲で発現しているが、珠皮における発現部位は
REV-GFPと大きな差はみられない。 
緑はGFP蛍光、マゼンタはFM4-64で染色した細胞膜。Bars, 10 μm. 
Stage 2-III                         Stage 2-V 
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  HD-ZIP III-GFP:5'-AUUGGGAUGAAGCCUGGUCCGGAUUC-3’ 
HD-ZIP IIImu-GFP:5'-AUUGGGAUGAAGCCUGGACCGGAUUC-3’ 
                       |||||||||||||||||                        
           miR165:3'-CCCCCUACUUCGGACCAGGCU-5’  
           miR166:3'-CCCCUUACUUCGGACCAGGCU-5’    
5’                                                                                                                                                                             3’ 
5’UTR                                                                                     3’UTR 
GFP miR165/6 
target site 
1 kbp 
図 3-19. miR165/6耐性型HD-ZIP III（HD-ZIP IIImu-GFP）コンストラクト 
 
HD-ZIP III-GFPコンストラクト（図3-14）のmiR165/6認識配列中1塩基置換（UtoA）
を加えてHD-ZIP IIImu-GFPを作製した。 
mismatch 
HD-ZIP IIImu-GFP 
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図 3-20. PHVmu-GFP系統で見られた胚珠の形態 
 
A-D. 頻繁に見られた外珠皮が伸長していない胚珠。 
E, F. 珠皮のない胚珠。 
緑はGFP蛍光、マゼンタはFM4-64で染色した細胞膜。Bars, 10 μm. 
A                                B                      C                  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
D                             E                        F 
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図 4-1. 胚珠発生におけるMIR165/6遺伝子の発現部位 
グループI 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
グループII 
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Stage1-I    Stage2-II           Stage2-III                    Stage 2-V                  Stage 3-I～ 
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図 4-2. 胚珠発生において推定されるmiR165/6の活性領域 
miR165/6 activity 
Stage1-I   Stage2-II              Stage2-III                    Stage 2-V                     Stage 3-I～ 
図 4-3. 胚珠発生におけるHD-ZIP III遺伝子の発現部位 
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Stage1-I            Stage2-II                          Stage2-III                             Stage 2-V  
図 4-4. Stage1-IIの胚珠における 
PHBとMIR166の立体的な発現部位予測 
MIR166D 
MIR166G 
PHB-GFP 
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Gynoecium axis 
Apical 
Gynoecium axis 
Basal 
7 9  
図  4 -5. 珠 皮 形 成 に お け る 2 回 目 の 分 裂 面 予 測  
 
赤 線 が 1 回 目 の 分 裂   (S c h n eit z  et al. 1 9 9 5) 、 青 線 が 予 測 し た 2 回 目 の 分 裂 。
矢 印 は 珠 皮 が 伸 長 し て い く 方 向 を 示 す 。  
1 回 目 の 分 裂 が 並 層 分 裂 の と き  
 
→ 2 回 目 の 分 裂 は 斜 め の 分 裂  
1 回 目 の 分 裂 が 斜 分 裂 の と き  
 
→ 2 回 目 の 分 裂 は  
並 層 分 裂 に 近 い 角 度 の 分 裂  
胚珠の発生 花の発生 
Stage 胚珠組織の発生 
雌性配偶体の
 
発生 
雌蕊の発生 
花器官の
 
発生 
Stage 
（時間） 
胚珠
 
発生
 
初期 
1-I  
胎座から 
胚珠原基が出現 
  
上部が開いた
 
シリンダー状 
長い雄蕊に
葯の形が
 
見える 
Stage 8 
(24 h) 
1-II 胚珠原基が伸長 
シリンダー
 
上部が収縮 
花弁原基が
伸長する 
Stage 9 
(60h) 
胚のう
 
形成期 
2-I   
胚のう母細胞が
 
肥大する 
シリンダー
 
上部が閉じる 
花弁と
 
短い雄蕊が
同じ長さに
なる 
Stage 
10 
(12h) 
2-II 内珠皮が分化する 
  
2-III 
外珠皮が分化し 
珠心と合点が 
区画化される 
2-IV   減数分裂 
柱頭に
 
乳頭細胞が出現
 
 
雌蕊側部に
 
維管束が見える 
雄蕊の
 
花糸が
 
伸長する
 
 
葯が
 
緑色になる 
Stage 
11 
(30h) 
2-V 
珠皮が珠心の頂部まで
伸長する 
胚のう母細胞
 
4細胞期 
雌性
 
配偶子
 
形成期 
3-I 
外珠皮が珠心と 
内珠皮を包み 
珠柄と珠心が湾曲する 
3細胞が消失 
1核の胚のう 
細胞形成 
3-II 
外珠皮が珠心を覆う 
珠孔と胚珠軸の 
なす角度が 
直角より大きい 
2核の 
胚のう細胞 
乳頭細胞が
 
柱頭部分を覆う
 
 
花柱、子房壁が
視認可能になる 
花弁が
 
長い雄蕊と
同じ長さに
なる
 
 
葯が黄色に
なる 
Stage 
12 
(42h) 
3-III 
珠孔と胚珠軸のなす 
角度がほぼ直角  
液胞が出現 
乳頭細胞が
 
伸長 
3-IV 
内珠皮が珠心を覆い 
内被が分化する 
4核の 
胚のう細胞  
子房壁がより
 
くっきりする 
3-V 
胚のうが
 
8核7細胞 
3-VI 内珠皮が出現する 
極核が融合
 
反足細胞が消失 
乳頭細胞、花柱、
子房壁がさらに
張り出す 
表 2. シロイヌナズナ胚珠の発生過程 
Kay Schneitz et al. (1995) に従って作成 
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系統名 
花をつけた系統数 
/薬剤耐性を持つ系
統数 
表現型 
（胚珠を除く）  
胚珠の表現型 
PHBmu-GFP 
0/100以上 
（0%） 
全て実生以降生長せず 観察不可能 
PHBmu-GFP 
/MIR165Amu 
（100%） ほぼ野生型様 外珠皮の発達に異常 
PHVmu-GFP 
12/30 
（40%） 
比較的形態異常が軽度 
外珠皮の発達に異常 
または両珠皮に異常 
CNAmu-GFP 
4/30 
（13%） 
実生以降生長しない系統が多い 
ほぼすべての器官に形態異常 
まれに外珠皮に異常 
ATHB8mu-GFP 
17/17 
（100%） 
比較的軽度の形態異常 
もしくは野生型様 
観察した限り異常なし 
REVmu-GFP 
12/81 
（15%） 
実生以降生長しない系統が多い 
ほぼすべての器官に形態異常 
観察した限り異常なし 
表 3. miR165/6耐性型HD-ZIP IIIの観察概要 
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表 4. シロイヌナズナの各器官におけるMIR165/6遺伝子の発現部位 
Carlsbecker et al. (2010),  Miyashima et al. (2013), Tatematsu et al. (2015). 
 
発現がみられるものを+、見られないものを-で示した。また、発現が弱く見られる部位
は薄い赤色で示した。赤字のMIR165/6はクレード Iに属すもの、青字のMIR165/6はク
レード IIに属すもの。 
*：MIR165AとMIR166Aの内珠皮と外珠皮内層における発現は発生ステージ後期からのみ 
  
MIR 
165
A 
MIR 
165
B 
MIR 
166
A 
MIR 
166
B 
MIR 
166
C 
MIR 
166
D 
MIR 
166
E 
MIR 
166
F 
MIR 
166
G 
胚 
前形成層 +  +  +  +  -  -  -  -  +  
前表皮層
 
（背軸側） +  +  +  +  -  -  -  -  -  
胚柄 +  +  +  +  -  -  -  -  +  
根 
内皮 +  + +  +  -  - -  -  -  
静止中心 -  -  -  +  -  -  -  -  -  
葉 
向軸側 -  -  -  -  -  - -  -  -  
背軸側 +  -  +  +  -  -  -  -  -  
胚珠 
胚珠原基 -  - - - - +  - - +  
内珠皮 - +* - - +* - - - -  - - 
外珠皮内層 -  +* -  -  +* -  -  +  -  -  + 
外珠皮外層 + - + - - + - - + 
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表5-1-1 
PCR反応によるHD-ZIP III 遺伝子3'下流領域の増幅   
作製する
 
コンストラクト 
鋳型DNA プライマーセット 増幅した DNA断片長 
PHV-GFP 
Col 
genomic DNA  
Xba-PHV-ter-F 
1075 bp 
Sac-Nhe-PHV-ter-R 
CNA-GFP 
Spe-CNA-ter-F 
1183 bp 
Sac-Nhe-CNA-ter-R 
ATHB8-GFP 
Xba-HB8-ter-F 
959 bp 
Sac-Avr-HB8-ter-R 
REV-GFP 
Xba-REV-ter-F 
395 bp 
Sac-Nhe-REV-ter-R 
表5-1-2 
pBSII_GFP-HD-ZIP III_3’ プラスミドの作製 
作製する
 
コンストラクト 
処理する
 
DNA断片 
用いた
 
制限酵素 
導入する
 
ベクター 
作製した
 
プラスミド 
PHV-GFP 
表5-1-1で 
増幅した
 
PCR産物 
XbaI, SacI 
SpeI, SacIで 
処理した
 
pBSII-sGFP 
pBSII_GFP-PHV_3’ 
CNA-GFP SpeI, SacI pBSII_GFP-CNA_3’ 
ATHB8-GFP XbaI, SacI pBSII_GFP-ATHB8_3’ 
REV-GFP XbaI, SacI pBSII_GFP-REV_3’ 
表5-1-3 
PCR反応による5’上流領域を含むHD-ZIP III 遺伝子の増幅 
作製する
 
コンストラクト 
鋳型DNA プライマーセット 増幅した DNA断片長 
PHV-GFP BAC clone  
Kpn-PHV-(-)4011 
8424 bp 
Bam-PHV-stopless 
CNA-GFP 
Col 
genomic DNA  
Kpn-CNA-(-)3731 
7774 bp 
Bam-CNA-stopless 
ATHB8-GFP 
Kpn-HB8-(-)3628 
7868 bp 
Xho-HB8-stopless 
REV-GFP 
Kpn-REV-(-)3758 
7955 bp 
Bam-REV-stopless 
表 5-1. HD-ZIP III-GFPコンストラクト作製方法 
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表5-1-4 
pBSII_HD-ZIP III プラスミドの作製 
作製する
 
コンストラクト 
処理する
 
DNA断片 
用いた
 
制限酵素 
導入する
 
ベクター 
作製した
 
プラスミド 
PHV-GFP 
表5-1-3で 
増幅した
 
PCR産物 
KpnI, BamHI 
KpnI, BamHIで 
処理したpBSII 
pBSII_PHV 
CNA-GFP KpnI, BamHI pBSII_CNA 
ATHB8-GFP KpnI, XhoI pBSII_ATHB8 
REV-GFP KpnI, BamHI pBSII_REV 
  
表5-1-5 
pBSII_HD-ZIP III-GFP プラスミドの作製 
作製する
 
コンストラクト 
処理するプラスミド
 
（上段をインサートDNA断片として 
下段のベクターに導入） 
用いた
 
制限酵素 
作製した
 
プラスミド 
PHV-GFP 
pBSII_PHV  KpnI, BamHI 
pBSII_PHV-GFP 
pBSII_GFP-PHV_3’ BamHI, NheI 
CNA-GFP 
pBSII_CNA KpnI, BamHI 
pBSII_CNA-GFP 
pBSII_GFP-CNA_3’ BamHI, NheI 
ATHB8-GFP 
pBSII_ATHB8 KpnI, BamHI 
pBSII_ATHB8-GFP 
pBSII_GFP-ATHB8_3’ BamHI, AvrII 
REV-GFP 
pBSII_REV KpnI, BamHI 
pBSII_REV-GFP 
pBSII_GFP-REV_3’ BamHI, NheI 
  
表5-1-6 
HD-ZIP III-GFP コンストラクトのバイナリ―ベクターへの導入 
作製する
 
コンストラクト 
処理する
 
プラスミド 
用いた
 
制限酵素 
導入する
 
ベクター 
作製した 
プラスミド 
PHV-GFP pBSII_PHV-GFP KpnI, SacI 
KpnI, SacIで 
処理した
 
pBI-Bar 
pBI-Bar_PHV-GFP 
CNA-GFP pBSII_CNA-GFP KpnI, SacI  pBI-Bar_CNA-GFP 
ATHB8-GFP pBSII_ATHB8-GFP KpnI, SacI pBI-Bar_ATHB8-GFP 
REV-GFP pBSII_REV-GFP KpnI, SacI pBI-Bar_REV-GFP 
表 5-1（続き）. HD-ZIP III-GFPコンストラクト作製方法 
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For generation of HD-ZIP III-GFP   
Kpn-PHV-(-)4011 ATGGTACCTTCTAGTGGTACATCTTGAGAAGGT   
Bam-PHV-stopless CTGGATCCAACAAACGACCAACTAACGAGGGTA   
Xba-PHV-ter-F TTTCTAGATGAAGGAAAAGGTTGGTTATGTTAG   
Sac-Nhe-PHV-ter-R ACGAGCTCGCTAGCCACGCAGCGGTCAAATCACC   
Kpn-CNA-(-)3731 TCGGTACCATTGATGCCCTGAGATTCTTCC   
Bam-CNA-stopless AAGGATCCCACAAAGGACCAATTGATGAACACAAAG   
Spe-CNA-ter-F TTACTAGTGATTTATTGTATTTTGTATTTTCAGAC   
Sac-Nhe-CNA-ter-R AAGAGCTCGCTAGCATCTAGCAAGTTAGTGTCAACGTC   
Kpn-HB8-(-)3628 TAGGTACCGAATGACTAGGGCTAGAAGCATA   
Xho-HB8-stopless AACTCGAGATATAAAAGACCAGTTGAGGAACATGAAGCAG   
Xba-HB8-ter-F TTTCTAGACCTTTTTTCCATGTTTTTCCTT   
Sac-Avr-HB8-ter-R GCGAGCTCCTAGGAACTCAATCTGTAATATCTT   
Kpn-REV-(-)3758 ATGGTACCAAATGTGTGGTCAGCACGTGAGAGT   
Bam-REV-stopless TCGGATCCCACAAAAGACCAGTTTACAAAGGAG   
Xba-REV-ter-F TTTCTAGATTCGATTGACAGAAAAAGAC   
Sac-Nhe-REV-ter-R GCGAGCTCGCTAGCAGGTAGTTTTATCTAACG   
For generation of MIR166mu transgenes   
Sal-MIR166D-(-)1873* GCGTCGACCCCCCTAACCTACTTATCGC 
Pst_MIR166D +977c aaCTGCAGgtctctcaagataccgagaaatggttg   
Sal-MIR166G-(-)2223* TAGTCGACGCAAGATGAAGAAGAAACAGAGAG 
Pst_MIR166G +1560c tgCTGCAGacgctctacgttattgggctcc   
miR166mu AtoT TCGGtCCAGGCTTCATTCCC   
For generation of HD-ZIP IIImu-GFP   
ZIPmu_singleTtoA agcctggAccggattc   
pUC-H ACACTTTATGCTTCCGGCTC 
For generation of pHD-ZIP III-GV-UAS-GFPer   
pPHB-GV-UAS-GFPer  
 
 
 
Sal-PHB -3570  ACGTCGACGTTTGTAGACTCTAGTC 
Bam_PHB -1c taGGATCCagctcaaagtcagaaatagg   
pREV-GV-UAS-GFPer  
 
 
 
Sal-REV-(-)3758 ATACTAGTAAATGTGTGGTCAGCACGTGAGAGT   
Bam_REV -1c atGGATCCtttagctcgaccctcaaaaaaagtctc   
表 5-2. コンストラクト作製に用いたプライマー一覧 
*: Miyashima et al. 2011 
For generation of MIR166D promoter deletion series 
MIR166Dpro_Sal-98 ctGTCGACtataaatattcgcctcacac 
MIR166Dpro_Sal-254 ttGTCGACtacaactccggatttcactgt 
MIR166Dpro_Sal-370 ctGTCGACaactactgttgacctcgg 
MIR166D-ProEnd* caggatcctcaaaagagaaagccccttttt 
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